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The  stability  of  the  α- amylase  inhibitor（TAI）from  Toramame（Phaseolus  vulgaris  L.）toward  the 
attack  of  proteolytic  enzymes（pepsin,  trypsin  and  chymotrypsin）was  examined  by  estimating  the  inhib-
itory  activity,  SDS-PAGE  and  immunoblot  of  the  digests.
TAI  showed  strong  resistance  against  pepsin  or  trypsin,  and  was  not  damaged.  On  the  other  hand, 
TAI  was  unstable  toward  chymotrypsin  attack  to  cause  the  gradual  loss  of  the  α- amylase  inhibitory 
activity.  The  presence  of  BSA  in  the  digestion  mixture  prevented  the  TAI  degradation  and  was  accom-
panied  with  a  protection  of  the  activity.
These  ﬁndings  suggest  that  TAI  is  protected  to  some  extent  against  chymotrypsin  digestion  when  in-



















ゼ（Type 1 -A，Sigma 社）を，基質としてアミラーゼ
定量用可溶性デンプン（ナカライテスク社）を用いて
ジニトロサリチル酸（DNS）法により測定した．即ち，
50 mM NaCl，5 mM CaCl2，0.05% Triton X-100 を含
む 10 mM 酢酸緩衝液（pH 5.0）に酵素（1.0 × 10－8 M）
あるいは酵素とインヒビターを加えた反応液 0.5 ml
を 37℃で 1 時間プレインキュベーションした後，
50 mM NaCl，0.05% Triton X-100 を含む 0.2 M リン
酸緩衝液（pH 6.9）で調製した 1 % 可溶性デンプン
溶液0.5 ml加えて5 分間反応させた．DNS試薬1.0 ml
を加えて反応を停止させた後，沸騰水浴中で 5 分間













30 min， 4 ℃）し，沈殿を集めた．更に，TAI を結







ジェル NPU-15L，アトー社）又は 19% ポリアクリ
ルアミドゲルを用いて行った．分子量マーカーは，
Low キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン キ ッ ト（Amersham 
pharmacia  biotech社），Prestained  Protein  Marker，










た Anti-Rabbit  IgG（FC），AP  Conjugate（Promega 社）
を用い，Western  Blue  Stabilized  Substrate（Promega
社）にて染色した．
6．in vitro消化
ペプシン消化は，0.05% Triton X-100 を含む 50 
mM グリシン－塩酸緩衝液（pH 3.0）中でインヒビ
ター（1 × 10－6 M）とペプシンをモル比 10：1 で
37℃にてインキュベートした．一定時間毎（0.5，1，2，
4，8，24 時間）に 20 mM トリス塩酸緩衝液（pH 8.0）
の入ったマイクロチューブに一部を取りペプシンの
作用を止めた．反応溶液は，一部を 50 mM NaCl，5 




ト リ プ シ ン， キ モ ト リ プ シ ン 消 化 は，0.05% 
Triton X-100 を含む 50 mM トリス塩酸緩衝液（pH 
8.0）中で，インヒビター（1 × 10－6 M）とそれぞれ
の酵素をモル比 10：1 でインキュベートした後一定





















は，14 kDa ～ 20 kDa に複数のインヒビターの明瞭
なバンドが認められ，24 時間消化後も分解は認め
られなかった．尚，TAI は，αとβの 2 種の糖タン
パクサブユニットから成りテトラマー構造を有して
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Fig.  1.   Effect  of  in  vitro  digestion  by（A）pepsin,（B） 
trypsin  or（C）chymotrypsin  on  the α-amylase 
inhibitory  activity  of  TAI.
Fig.  2.   SDS-PAGE  pattern  of  TAI  digested by（A）
pepsin,（B）trypsin  or（C）chymotrypsin.









低下した．2 時間消化で約 90% に低下し，4 時間消
化で約 75%，8 時間消化で約 70%，24 時間消化で
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Fig. 3.   Effect  of  in  vitro  chymotrypsin  digestion  in  the 
presence  of  BSA  on  the  α-amylase  inhibitory  
activity  of TAI.
Fig. 5.  Immunoblot  of  the  chymotrypsin  digests  of  TAI.
A ; chymotrypsin  digestion  in  the  absence  of  BSA.
B ; chymotrypsin  digestion  in  the  presence  of  BSA.
Fig. 4.   SDS-PAGE  pattern  of  TAI  digested  by  
chymotrypsin  in  the  presence  of  BSA.
Coomassie  brilliant  blue  R-250  was  used  


















が認められた（Fig. 5 B）．また，SDS-PAGE で認め
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